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Verfahren zur fermentativ n Hersteilung v n L-Lysin 

Die Erfindung betrifft ein. Verfahren zur fermentativen Hersteilung von L-Lysin. 

Corynebacterium glutamicum und verwandte Gattungen wie z. B. Brevibacterium lactofermentum und 
Brevibacterium flavum sind als Aminosauren bildende Mikroorganismen bekannt 

Urn die Produktivrtat zu erhohen, fuhrt man kUnstliche Mutationen durch. 
5 Beispiele fOr so erzeugte kUnstliche Mutanten sind z. B. Lysin produzierende Stamme von Corynebac- 
terium glutamicum, die neben einer AEC-Resistenz (AEC = S-2-Aminoethylcystein) eine damit gekoppelte 
Homoserin-und Leucin-Auxotrophie (US-PS 3 708 395) zeigen Oder sensitiv gegenOber Methionin sind (US- 
PS 3 871 960). 

Neben dieser tdassischen Methode wurden Vektorsysteme entwickelt die die Transformation von 
70 Mikroorganismen der Gattungen Corynebacterium und Brevibacterium ermoglichen (DE-OS 3737719, DE- 
OS 3841453, Thierbach G. f Schwarzer A., PDhler A, Appl. Microbiol. Biotechnol. 29 (1988) 355-362). 

In der EP-A-0219 027 wird ein Verfahren zur Hersteilung verschiedener Aminosauren beschrieb n, bei 
dem man mit rekombinanter DMA Mikroorganismen der Gattungen Corynebacterium und Brevibacterium 
transformiert und so die Ausscheidungsmenge von Aminosauren erhbht 
75 Die rekomblnante DNA enthSIt dabei ein fUr die Synthese von Aspartatsemiaidehyd-Dehydrogenase 
Oder Aspartataminotransferase kodierendes DNA-Fragment. 

Aus der US-PS 4,346.170 ist die Klonierung einer die Lysinbildung kontrollierenden genetischen 
Information in E. coli bekannt, die aus einem Stamm derselben Gattung mit einer Resistenz gegen eine L- 
Lysin-analoge Verbindung wie z.B. AEC stammt 
20 Der Gegenstand der US-PS 4,560,654 liegt auf demselben GebteL In diesem Fall wird jedoch in inem 
Lysin-auxotrophen Stamm von Corynebacterium glutamicum eine genetische Information aus einem AEC- 
resistenten Stamm derselben Gattung Woniert mit der Folge, dafi Lysin ausgeschteden wird. 

Die Identitat des kloniertenDNA-Fragments wird nicht offenbart. 

Auch der EP-A-88166 ist nur zu entnehmen, dafl ein Stamm von Cglutamicum Lysin ausscheidet, 
25 nachdem er durch Tranformation den Ph&notyp der AEG-Resistenz erworben hat 

Das fur diesen Zweck eingesetzte rekombinante Plasmid pAecS enthSIt ein 3,9 kb Fragment chromoso- 
maler DNA eingefOgt an der Bglll-Schnittstelle des Vektors pCG 11. 

Aufgabe der Erfindung ist, die Regulierbarkeit eines wichtigen Enzyms der Lysin-Biosynthese in einem 
Mikroorganismus der Gattung Corynebacterium Oder Brevibacterium so zu verandem, dafl entweder ine 
30 Lysin-ausscheider resultiert Oder die Rate der Lysin-Ausscheidung erhoht wird. 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Hersteilung von L-Lysin, das dadurch gekennzeichnet ist. daB 
man rekombinante DNA, die aus einem DNA-Fragment, das eine fur die Produktion von Proteinen, die zu 
einer Aspartyl->3-semialdehyd-Dehydrogenase (asd) AktivitMt und/oder zur Deregulation der Aspartat-Kinase 
(lysC) fOhren, kodierende genetische Sequenz aufweist, die von einem Mikroorganismus der Gattung 
35 Corynebacterium oder Brevibacterium stammt, und aus Vektor DNA besteht, in einen gegebenenfalls Lysin- 
produzierenden Mikroorganismus der Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium inseriert, den so 
erhaltenen Transformanten in einem geeigneten, an sich bekannten Medium zOchtet und das gebildete L- 
Lysin daraus mit bekannten Methoden abtrennt 

Als DonorstSmme konnen alle, bevorzugt L-Lysin produzierende Bakterien der Gattung Brevibacterium 
40 und Corynebacterium dienen, die die entsprechenden DNA-Sequenzen enthalten, insbesondere aber 
Corynebacterium glutamicum DM 58-1, das durch Mutagenese von Corynebacterium ATCC 13032 mit 
Ethylmethansulfonat entwickelt wurde und AEG-Resistenz zeigt. 

Dieser Stamm ist unter der Nummer DSM 4697 hinterlegt, wo er als Wirtsbakterium fOr das Plasmid pDM6 
dient. Dieses kann der Fachmann nach bekannten Verfahren abtrennen und so den Stamm DM58-1 
45 erhalten. (FEMS Microbiology Review 32 (1986) 149-157) 

Die chromosomale DNA wird aus dem Donor auf bekannte Weise extrahiert und mit Restriktionsendo- 
nucleasen behandelt. 

Nach der Konstruktion der r kombinanten DNA durch EinfOhrung des chromosomalen DNA-Fragments in 
einen Vektor erfolgt die Transformation des Mikroorganismus mit dem so gewonnenen Plasmid, erfindungs- 
50 gemafl beispi Isweise mit pCS2, dessen Restriktionskarte in Abb. 2 dargestellt ist, und das in dem Stamm 
Corynebacterium glutamicum DM2-1/pCS2 unter der Nummer DSM 5086 b i der Deutschen Sammlung fQr 
Mikroorganismen und Zellkutturen nach dem Budapest r Abkommen hinterlegt wurde. 

Ein bevorzugtes Vektorsystem stellt pZ1 (hinterlegt in Corynebacterium glutamicum DM 274-2 unter der 
Nummer DSM 4241) dar oder auch pCV34. pCV36, pCVX4. pCVX10. pCVX15, pZ9 und pZ8-1 PE-OS 
3841 454.6).oder pCV35 t pECM3, pECM1 (DE-OS 3841 453.8). 
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V rwendbar sind ab r auch di aus der EP-A-93 61 1 bekannten zusammeng setzten Plasmid , sow it sie 
in Corynebakterien Oder Brevibakteri n selbst r plizier n, insbesond re pAJ 655, pAJ 611. pAJ 440. pAJ 
1844 und pAJ 3148 aber auch pCG 11, pCE 54 (s. EP-A 0 233 581), ebenso pUL330 (Santamaria, R.I. et 
al., J. Bacteriology 162 (1985) 463-467). 
5 Gegenstand der Anmeldung sind ebenso die rekombinante DNA enthaltenden Mikroorganismen der 
Gattungen Corynebacterium Oder Brevibacterium und ihre Verwendung zur Herstellung von L-Lysin durch 
Fermentation. 

Das klonierte DNA-Fragment (s. Abb. 2) enthalt nur einen Bruchteil des Aspartat-Kinase Gens (lysC) 
sowie das vollstandige Gen der Aspaityl-0-semialdehyd-Dehydrogenase (asd), wie aus der Sequenzanalyse 
* 70 erkennbar 1st. 

Der Bruchteil dieses Aspartat-Kinase Gens besitzt eine zur jS-Untereinheit der Aspartat-Kinase II aus 
B.subtiiis homologe DNA-Sequenz. 

Alle Tranformanten, deren Plasmid diese Sequenz aufweist (pCS2. pCS21. pCS22, pCS23. pCS24, 
pCS26, pCS233), enthalten eine verglichen mit dem chromosomal codierten Enzym aus ATCC 13032 
75 bezugiich der feed-back Inhibitoren L-Lysin und L-Threonin deutlich desensibiiisierte AspartatWnase und 
zeigen AEC-Resistenz. 

Die aus Homologievergleichen gezogenen Schlusse nach denen das Pst I - Xhol Genfragment aus 
DM58-1 nur ein Teil des lysC Gens (AK). aber das vollstandige asd-Gen beherbergt. konnten durch 
Enzymmessungen eindeutig bestatigt werden. 
20 Kein mit pCS2 Oder einem pCS2-Derivat transformierter Cgiutamicum ATCC13032 Stamm enthSIt 
Oberraschenderweise eine gegenUber dem Empfangerstamm erhohte Aspartat-Kinase Aktivitat (Tabelle 4. 
Spatte 3). 

Demgegenuber ist in alien Transformanten. deren Piasmide das asd-Strukturgen enthalten, eine starke 
Uberexpression der Aspartyl-0-semialdehyd-Dehydrogenase (ASA-DH) nachweisbar (Tabelle 4, Spalte 2, 
as Abb. 3 und 4). Die Piasmide pCS23 und pCS23-Derivate fQhrend erwartungsgemaB nicht zu einer 
Uberexpression der ASA-DH. 

Die bei Klonierung des erfindungsgema/ten DNA-Fragments mit Hilfe von pCS 2 und daraus abgelette- 
ten Derivaten eintretende starke Uberexpression der ASA-DH gewahrleistet eineeffiziente Umsetzung des 
Produkts der Aspartat-Kinase Reaktion. dem 0-Aspartylphosphat, wodurch eine Beschleunigung der nicht 
30 mehr inhibierbaren Aspartat-Kinase Reaktion eintritt 

Aufgrund der hohen LabilftMt der ASA-DH schwanken die Faktoren der aus der spezifischen Aktivitat 
kalkulierbaren Uberexpression von 31 - 65. 

Gegenuber dem Stand der Technik ergibt sich eine wesentliche Vereinfachung daraus, dafi erstens nur 
ein Bruchteil des lysC Gens, der zu eiher Deregulation der Aspartat-Kinase fuhrt, isoliert werden mufl, urn 
35 eine Lysin-Ausscheidung zu bewirken oder zu verbessem. und zweitens aufgrund der Organisation von lysC 
und asd in einem Operon so dass, das asd-Gen ohne zusatzlichen exp. Aufwand aufgrund der mit dem 
mutierten lysOGen auftretenden AEC-Resistenz zusammen mit dem lysC-Gen isoliert werden 
kann.Umgekehrt kann mit Hilfe von asd-Mutanten das lysC + asd enthaltende DNA-Fragment isoliert 
werden und zwar unabhangig davon. ob lysC mutiert ist Oder nicht. 

40 

1. Charakterisierung des Genspenders DM58-1 und Genempfangers ATCC13032 



45 1J_ Entwicklung und Phanotyp des Stammes DM58-1 

Der Stamm DM58-1 wurde durch Mutagenese von Corynebacterium glutamicum Stamm ATCC13032 
mit einer Qblichen Konzentration an Ethylmethansulfonat entwickelt 

Die Selektion erfolgte durch Ausplattieren des so erhaltenen Mutantengemischs auf Minimal-Agar der 
so Zusammensetzung 20 g Glucose; 10 g (NHifcSO*; 2,5 g Hamstoff; 1 g KH 2 PO*; 0,4 g MgSO4^7H 2 0: 2 mg 
FeS04*7H 2 0; 1,5 mg MnSCVH 2 0; 300 ug Biotin; 900 ug Thiamin und 20 g Agar pro 1 Aquadest (pH 7,0) 
. der eine geeignete Konzentration an 5-Aminoethyl-D,L-Cystein (AEG) enthielt. Ein auf diesem Medium 
teilungsfahiger von einem solchen Selektionsmedium isolierter Won, spater als DM58-1 bez ichn t, trSgt 
neben seiner AEC-Resistenz keine weiteren genetischen Marken. 

55 

1.2 Enzymgehalte an Aspartat-Kinase und Aspartyl-beta-semialdehyd Dehydrogenase in ATCC13032 und 
DM58-1 
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Die Stamme ATCC13032 und DM58- 1 wurden untor direkt vergleichbaren Bedingungen in Standard I 
Bouillon (Merck Art Nr. 7882) mit zusatzlichen 4 g/l Glucose und 1 mM MgCI 2 bei 30°C und 150 rpm bis 
zum Err ich n der fruh stationar n Phase kultiviert und durch Zentrifugation vom Kulturmedium getrennt 
Man wascht 3 Mai mit 100 mM Tris/HCI (pH 7,5); 1 mM DTT und suspendiert die Feuchtzellmasse in in m 
5 Volumenteil des gleiche Puffers. 

Die so suspendierten Zellen wurden in einer KugelmUhle (B. Braun Meisungen - MSK-Homogenisator, 
IMA-Disintegrator S) durch Verruhren mit einer geeigneten Menge an Glasperten aufgeschiossen. Das 
Zellhomogenat wurde mittels Glasfilternutsche von den Glasperlen getrennt und 30 Minuten bei 30000 x g 
klarzentrifugiert 

70 Nach 15stundiger Dialyse in Enzym-stabilisierendem Puffer wurden die Enzymaktivitaten in folgenden 
Testgemischen bestimmt 

Aspartat-Kinase Test 100 mM Tris/HCI (pH 7.5), 1 mM DTT, 400 mM (NhUhSO*. 20 mM MgCI 2 , 400 
mM NKfeOrVHCI. 300 mM L-Aspartat. 40 mM ATP und verschiedene Mengen Enzympraparation. 
Durch Zugabe von 750 ul einer Losung aus 10 % Fe Cl 3 6H 2 0; 3,3 % TCA; 0,7 N HCI zu 500 ul des 

is Enzymtestgemisches wird die Enzymreaktion nach 30 minQtiger Inkubation bei 37°C gestoppt Aus der 
mittels Eichkurvenverfahren photometrisch (AE540 nm) bestimmten Aspartyl-beta-Hydroxamat Konzentration 
wird die in uMol/mg*min (U/mg) angegebenen Enzymaktivitat kalkuliert Die zugehorigen Proteinkonzentra- 
tionen wurden nach der Methode von Lowry et al. (Lowry et al. J. Biol. Chem. 193 . 285 (1951)) oder 
Bradford (Bradford Anal. Biochem. 72, 248 (1976)) durchgefiihrt Der Aspartyl-0-semiaJdehyd Dehydrogena- 

20 se Test enthalt 120 mM Diethanolamin (pH 9,0); 40 mM Na AsCU; 1 mM IMADP*; 5 mM L-Threonin; 1,3 mM 
Aspartyl-beta-semialdehyd und verschiedene Mengen Enzympraparation in einem Gesamtvolumen von 1 
ml. Die in uMol/mg*min (U/mg) angegebene Aktivitat wird uber die photometrisch (AE^o nm) bestimmte 
NADPH Synthesegeschwindigkeit berechnet 

Tabelle 1 enthalt die spezrfischen Enzymaktivitaten beider Enzyme in Rohextrakten identisch gezoge- 

25 ner und aufgearbeiteter Zellen von C. glutamicum ATCC 13032 und DM58-1. Neben vergleichbaren 
Gehalten an Aspartat-Kinase beider Stamme enthSIt die AEG resistente Mutante DM58-1 im Vergleich zum 
Wildtyp ca 5fach erhohte Aspartyl-)8-semialdehyd Dehydrogenase Aktivitat 



30 1.3 In vitro Hemmbarkeit der Aspartat-Kinase aus C. glutamicum ATCC13032 und DM58-1 

Tabelle 1 zeigt das die beretts von K Nakayama et al. (K. Nakayama et al. Agr. Biol. Chem. 30, 611 
(1966)) angedeutete und von S.N. Kara-Murza et al. (S.N. Kara-Murza Prikladnaya Biokhimiya; Mikrobiologia 
14, 345 (1978)) genauer untersuchte Hemmbarkeit des C. glutamicum Wildtyp-Enzyms durch uns reprodu- 
35 ziert werden konnte. Dem gegenubergesteltt ist der deutlich differente Charakter des Enzyms der AEC 
resistenten Mutante DM58-1, deren Aspartat-Kinase nicht mehr konzertiert durch L-Lysin + L-Threonin 
hemmbar ist. Durch die am Enzym aus ATCC13032 Lysin-analog wirkenden Substanzen S-Aminoethyl-D.L- 
Cystein (AEC) wird das Enzym der Mutanten ebenfalls nur noch gering beeinflufit 

40 
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Tabell 1 
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Enzymgehatt und Eigenschaften von Aspartat-Kinase 
(AK) und Aspartyl-fl-semialdehyd Dehydrogenase 
(ASA-DH) aus C. glutamicum ATCC13032 und DM58-1) 




Stamm 


ATCC13032 


DM5o*l 




AK (U/mg) 


0,016 


0,011 


70 


ASA-DH (U/mg) 


0.06 


0,33 




Hemmstoff-Kombinationen 


AK-Hemmung 
(%) 






1 U rniVI L"Lyb 


89 


12 


15 


1 mM 

1 ill IV! 








iu mivi L"Lyo 


95 


2 




10 mM L-Thr 






20 


100 mM L-Lys 


99 


21 




10 mM L-Thr 








10 mM AEC 


12 


0 


25 


1 mM L-Thr 








10 mM AEC 


41 


0 




10 mM L-Thr 








100 mM AEC 


95 


7 


30 


10 mM L-Thr 








Abktirzungen: AEC S-(Aminoethyl)-D t L-Cystein 



2. Klonierung eine DNA-Fragments von C. glutamicum Stamm DM58-1, das fUr elne feed-back 
reslstente Aspartat-Kinase kodiert. 

2.1 Klonierung 

Qesamt-DNA wurde aus C. glutamicum Stamm DM58-1, wie bei Chater et al. (Chater at al. Curr. Topics 
Microb. Immunol. 96, 69 (1982)) beschrieben, isoliert und partiell mit dem Restriktionsenzym Pstl verdaut. 
Der vektor pZ1 (Abb. 1), der in der Deutschen Patentanmeldung 3737729.9 beschrieben ist, wurde mrt Pstl 
linearisiert und durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. Vektor-DNA und DM56-1 
DNA wurden gemischt und mit T4 DNA-Ugase, wie bei Maniatis et al. (Maniatis, T et al. Molecular Cloning. 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory 1982) beschrieben, behandelt 
Die Transformation von C. glutamicum ATCC13032 mit dem Ligationsgemisch erfolgte. wie bei Thierbach et 
al. (Thierbach G. et al. Applied Microbiology and Biotechnology 29. 356 (1988)) beschrieben. 



Abbildung 1: Restriktionskart d s Plasmids pZ1. 

Der dick gez ichnete Strich stelrt den pHM1519-Anteil, und der dOnn gezeichnete Strich stellt den 
pACYC177-Anteil von pZ1 dar. Ap R : Ampicillin-Resistenzgen; Km R : Kanamycin-Resistenzgen. 
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Das Transformationsgemisch wurde auf RCG/E-Agar mit 300 tig/ml Kanamycin ausplattiert und die 
as Agarplatten eine Woche bei 30°C inkubiert Anschliefiend wurden die Agarplatten auf MM-Agar (Katsumata 
R. et al. J. Bact. 159 . 306 (1984)) mit 50 mM AEG und 50 mM L-Threonin Obergestampelt und einen Tag 
bei 30°C bebrUtet. Bne Kolonie, die auf diesem Agar wachsen konnte wurde auf MM-Agar, der zusatzlich 
AEG, L-Threonin und 10 ug/ml Kanamycin enthieit, ausgestrichen, um Einzelkolonien zu erhalten. Plasmid 
DNA wurde aus einem derartigen Klon isoliert, als pCS2 bezeichnet und zur Transformation von C. 
40 glutamicum ATCC13032 verwendet. 59 von 62 Gberprtlften Kanamycin-resistenten Transformanten erwies n 
sich als resistent gegenOber der Hemmung durch 50 mM AEC und 50 mM L-Threonin. Das Plasmid pCS2 
wurde weiterhin durch Restriktionskartierung charakterisiert Es enthMtt eine ca. 9.9 kb lange Insertion in der 
Pstl-Schnittstelle des vektors pZ1, der eine Lange von 6,9 kb hat Die Restriktionskarte von pCS2 ist in 
Abbildung 2 dargestellt. 

45 

Abbildung 2: Restriktionskarte des Plasmids pCS2 in linearisierter Form. 
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Der obere Teil der Figur gibt die Position der verschiedenen Restriktionsschnittstellen wieder. Im 
unteren Teil der Figur sind verschiedene Regionen von Plasmid pCS2 dargestellt. Die Insertionen von 
7S DM58-1 DNA ist als offener Balken dargestellt. Das Ampicillin-Resistenzgen von pZ1 ist schwarz hervorge- 
hoben. das Kanamycin-Resistenzgen ist durch Punktierung gekennzeichnet. Die Obrigen pZ1-Anteile von 
pCS2 sind durch Schraffur hervorgehoben. AbkGrzungen: BamHI, B; Bell, C; Sail. S; Sea. A: Smal. M; Xhol, 
X. 



2.2 Charakterisierung der Aspartat-Kinase-Aktivttat 

Aspartat-Kinase-Aktivitat wurde in Stamm ATCC13032/pCS2, als positive Kontrolle in Stamm DM58-1 
und als negative Kontrolle in Stamm ATCC13032 gemessen. Die Stamme wurden in Standard I Bouillon, 
das mit 4 g/l Glucose, 10 ug/ml Kanamycin und 1 mM MgCI 2 supplementiert war, kultiviert. Kulturbedingun- 
gen, Zellernte, Zellaufschlufl und Bestimmung der Aspartat-Kinase wurden, wie unter 1.2 beschrieben, 
durchgefuhrt. Die Effektoren L-Lys, L-Thr und AEC werden jeweils als StammlOsungen in 100 mM Tris/HCI 
Puffer mit einem pH von 7,5 zugegeben. 

Aspartat-Kinase-Gehalt und Hemmbarkeit des Enzyms aus ATCC13032/pCS2 sind in Tabelle 4 darge- 
stellt Obwohl der Stamm keine erhohte spezifische AktivitSt zeigte. konnte eine deutliche Desensibiiisie- 
rung gegenuber den genannten Hemmstoffen nachgewiesen werden, deren Ausmafl den Grad der Deregu- 
lation des Enzyms aus dem Genspender DM58-1 allerdings nicht erreicht (partielle Deregulation). 



2.3 Bestimmung der L-Lysin-Ausscheidung 

Die Fahigkeit, Lysin auszuscheiden, wurde in Stamm ATCC13032/pCS2 und als negative Kontrolle in 
Stamm ATCC13032/pZ1 bestimmt Nach Zusatz von 10 ug/ml Kanamycin wurde die Kultur, wie unten 
beschrieben, durchgefUhrt. Das Ergebnis des Versuches ist in Tabelle 2 zusammengefaBt. 

Tabelle 2 



Ausscheidung von L-Lysin durch verschiedene C. glutamicum 

St&mme. 


C. glutamicum Stamm 


Konzentration an 
ausgeschiedenem 
L-Lysin *HCI (g/l) 


ATCC13032/pZ1 


0.0 


ATCCl3032/pCS2(= DM 2-1/pCS2) 


7,1 



Bn 100 ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen wird dabei mit 10 ml des folgenden Kulturmediums befOllt: 
55 12 g/l Ammoniumsulfat, 240 g/i Melasse, 60 ml/I Sojamehlhydrolysat und 10 g/l CaCCb. Nach Animpfen 
werden die Kulturen 72 Stunden bet 30 o C und 300 rpm inkubiert. Die Lysin-Bestimmung erfolgte im 
zentrifugiertan Uberstand mit Hitfe von Aminosaureanalysatoren. 
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3. Deleti nskartierung des DNA-Fragments v n pCS2, das fUr eine feed-ba k r sist nte Aspartate 
Kinas kodiert 

Durch vollstandige oder partielle Verdauung von pCS2 mit verschiedenen Restriktionsenzymen und 
5 anschliefiender Behandlung met T4 DNA-Ligase bei niedriger DNA Konzentration wurden verschiedene 
Deletionsderivate konstruiert. Die Herstellung der verschiedenen Deletionsderivate ist in Tabelle 3 zusam- 
mengefafit und die Position der Deletionen in den verschiedenen Derivaten in Abbildung 3 dargestellt. In 
Abbildung 3 ist ebenfafls das Resistenzverhalten der von C. glutamicum ATCC13032 abgelerteten Stamme 
gegenuber AEC eingetragen. Auf diese Weise konnte die AEC-Resistenz verrntttelnde DNA-Region auf ein 
io ca. 1,5 Kb langes DNA Fragment eingegrenzt warden, welches in Plasmid pCS233 durch die Pstl- 
Klonierschnittstelle und eine EcoRI-Schnittstelle begrenzt wird. 

Die Aspartat-Kinase-Aktivitat und die Hemmbarkert der Enzymaktivitat durch Mischungen von Lysin 
bzw. AEC und Threonin wurde in den konstruierten Klonen bestimmt Anzucht, Aufschtu/3 und Aktivttatsbe- 
stimmung wurden, wie oben beschrieben, durchgefGhrt Auflerdem wurde die Fahigkeit der verschiedenen 
rs Kione untersucht L-Lysin auszuscheiden. HierfGr wurde ein Agarplatten-Diffusionstest mit etnem L-Lysin- 
auxotrophen Indikattonsstamm von C. glutamicum verwendet Aus Tabelle 4 ist zu entnehmen. daB 
samtfiche AEC resistenten Stamme eine partiell deregulierte Aspartat-Kinase-Aktivitat besitzen und in der 
Lage sind, L-Lysin auszuscheiden. 
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Tabelle 3 



Herstellung und AEC^-Phanotyp verschiedener Deletionsderivate des Plasmids pCS2 



Plasmid 



Konstruktion 



AEC^-Phanotyp 
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pCS21 

pCS22 

pCS23 

pCS24 

pCS26 

pCS231 

pCS232 

pCS233 



hergestellt nach Verdauung von pCS2 mit BamHI 
hergestellt nach Verdauung von pC82 mit BamHI und Bell 
hergestellt nach partieller Verdauung von pCS2 mit Sail 
hergestellt nach partieller Verdauung von pCS2 mit Xhol 
hergestellt nach Verdauung von pCS2 mit Seal 
hergestellt nach partieller Verdauung von pCS23 mit Pstl 
hergestellt nach partieller Verdauung von pCS23 mit Dral 
hergestellt nach partieller Verdauung von pCS23 mit EcoRI 



R 
R 
R 
R 
R 
S 
S 
R 
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Zeichenerklarung: R = Resistenz, 
S = Sensitivitat 
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Abbildung 3: Deletionskarte des Plasmids pCS2 
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Der obere Teil der Figur zeigt die von pCS2 abgeleiteten Derivate der untere Toil zeigt die von pCS23 
abgeleiteten Derivate. Das Ampicillin Resistenzgen von pZI ist schwarz hervorgerufen; das Kanamyein 
Resistenzgen ist gepunktet dargestellt die Obrigen p21 Anteile von pCS2 sind durch Schraffur gekenn- 
zeichnet Die Insertion von DM58-1 DNA ist als offener Balken dargestellt. Die Deletionen sind als Strich 
gekennzeichnet AbkOrzungen: BamHI. B; Bell C; Dral, D; EcoRI, E; Sail, S; Seal, A; Smal. M; Xhol X: 
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4. Sequenzierung eines DMA Fragments von Plasmid pCS24, welches den Phanotyp AEC-R si- 
5 stenz vermittelt 

4.1 Sequenziermethode 

io Die Nukleotidsequenz des 2.1 Kb Pstl-Xhol-DNA-Fragments wurde nach der Methode von Maxam und 
Gilbert (Maxam, AM. et al.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 560-564 (1977)) mit den Modifikationen von 
Arnold und POhler (Arnold. W. et al.. Gene, 70.171 ff (1988)) bestimmt Die Subklonierung zur Sequenzie- 
rung ging dabei vom Plasmid pCS24 aus (Abb. 4). Dieses wurde nach E. coli MM 294 (Merelson. M. et al.. 
Nature 217, 1110-1114 (1968)) transformiert und entsprechende Fragmente in die Sequenziervektoren 

75 pSVB2l725 und 26 (Arnold, W. et al. . Gene, 70.171 ff (1988)) kloniert. Im E. coli-Stamm JM83 (Messing. J, 
Recombinant DMA Technical Bulletin N1H Publication No. 79-99 2. 43-48 (1979)) konnte Insertionsinaktivie- 
rung mittels XGal-Test (5-Bromo-4-chloro-indolyl-^-D-galactopyranosid) nachgewiesen werden. 

Die Sequenzierstrategie ist in Abb. 4 wredergegeben. Die Nukleotidsequenz wurde von beiden DNA- 
Strangen mit Uberlappenden Klonen ermittert 



30 



42. DNA-Sequenz des 2.1 Kb Pst I- Xho I - DNA Fragments 

Das sequenzierte DNA-StOck ist 2112 bp lang. Es tragt RestrikrJonsschnittstellen fur die Enzyme Bglll, 
Oral EcoRI. Hindlll, Nael. Pstl. Sail und Xhol. mit denen auch die Subklone hergestellt wurden (Abb. 5). 
Die Nukleotidsequenz wurde mit dem Sequenzanalyse-Programmpaket ANALYSEQ (Staden, R. et al., Nucl. 
Acids Res. 14, 217-232 (1986)) bearbeitet 
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Abb. .4 DelccionsaxiAlyse und Scqucnzierscracegie des chromosomxlen Frag- 
nenw des ?la raids pCS2. 
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S vJ^* l-ysin-Produktion. Die schraf £i«te» B.lk.„ «.lUn 

oen vektoraneeil der Plasnide dir. 

40 S.quenzierstracegie: da* 2.1 kb Fjfcl.XAoI.Fragaen.: de. Plas»ld, P CS24 v«rd. 
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Es finder* sich 2 lange offene Leseraster (ORF) auf dem sequenzierten DNA-Stuck. Beide sind von der 
Pstl-Schnittstelle zur Xhot-Schnittstelle hin angeordnet. Es befindet sich nur ein kleiner Bereich von 26 bp 
zwisch n b id n. Vor dem 2. ORF befindet sich ein Ribosomenbindungsstelle (RBS) (806-809 AGGA 
gefolgt von d m Startcoon ATQ). Ebenso wurde innerhalb des 1 . ORPs ine RBS lokalisiert (AGGA, 268- 
271 mit Startcodon GTG). 

Der 0RF1 hat eine Lange von 264 Aminosauren (AS), gerechnet von der Pstl-Stell und von 172 AS 
(entsprechend 18.6 k Dais) von der int rn n RBS aus. ORF2 ist 342 AS (36,1 K Dais) lang. 
Direkt hinter d m ORF2 befindet sich ein mogliche Transkriptionsterrninationsstruktur, eine sogenannt 
Haarnadelschteife, g folgt von mehreren Thyminresten (1864-1900). Diese Anordnung ist charakteristisch 
fur p-unabhangige Terminationssignal in E. coli und anderen Bakteri nspezies (Any da et al. Ann. Rev. 

12 



EP 0 387 527 A1 

Biochem. 47. 967-996 (1978)). Der hier vorliegend Terminator hat in Stabilitat von mehr als -40 kcal/mol 
bei 30°C 

Ein moglicher Promoter fur ORF2 wurde inn rhalb des ORF1 ermittelt (409-437). TTGACA-17 bp- 
TATTCT). Die -35-Region und der Abstand zur -10- Reg ion entsprechen genau dem E. coli-Cons nsus- 
5 Promoter (Hawtey. D.K. et a!., Nucl. Acids Res. 11^. 2237-2255 (1983)). die -10-Region ist der E. coli- 
Consensus-region (TATAAT) sehr ahnlich. 
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Abb. 5 DNA-Sequ*nx und abgelelccta AalnosAurasequcnzen das 2.1 kb FscX-XhoX-Fragoenu 

AlaValAlaI^uAlaAaaAlaI^uAinAlaA*pValCysCluIl»T^^ 
CTCCACTTCCCTTCCCACCTCCTTXCAACCCTCATCTCTCTCACATrTACTCCCACCTiCACCCTCTCTATA^ 
PscI 10 20 30 40 50 60 70 80 90 

PreAsnAla61xiysl^uCluIysI^uSerFh«CluCl\^ 
TTCCEAATGCACACAACCTCCAAAACCTC^ 

100 110 120 130 140 150 160 170 180 

CluTyTAl^r£\l*?heAsiiVAlPr©l^uArtV*lArsS«rS 
20 rrCAAX^CeCTCCTCCArXCAATCTCCCACTTCCCCTACCCTCCTCTXATACTAAtCATCCCCCCAt.^ 1 lUATTCCCCCCTCZAtCCACS 

190 200 210 220 230 240 250 Kal *** 

Ile?roValCluGltiA^aValI^u7hrGlyValAlaThrA*pLy^^^ 
ATArrCCTCTCCAAGAACCACTCCTX^XCGCTGTCCCAACCCACAACTCC^ 

■* --> 290 300 310 320 330 340 3S0 360 

25 

GlijaaAlaly*Val»eAT^laI^\jaaAipAlaCluIleA^ 
CCSACCCTCCSAAC U CCCTCCgTTgCCTCATCCACAAAZCAACATTCACATSGT T C TG GAGAACGTCIATTCTGTACAACACCSCA 
370 380 390 400 410 420 PscI 430 440 450 

30 7hrA^UeTfcrFheTkrCys?roAr^«rA^^ 

CCACCSACATCACCTrCACCTGCCCTCCTTCCGACGGCCCCCGCSCCATCCACATCTTCAAGAAGCTTG 

460 470 480 490 500 3$1XI 510 HlndXII 530 540 

Vall^tiTV-AspAspGlnValGlyLy s ValS eriauValGlyAlaClyHerLy sSerHls ProGlyValThrAlaGluPhailfttGluA 
35 ATGTCCTTtACSACGACCAGGTCGGCAAAG7CTCCCTCC7GCG7GCTCGCA7CAAC^ 

550 560 570 580 590 600 610 620 630 

CTCTCCCCCATC7CAACC7CAACATCCAArrCATI7CCACCXCtGACATrCCXATTrCCGTCCTCATC 

640 650 660 670 680 690 700 710 720 

40 

AlaAr^l«LL*uHl*GluClnFheClnL*^ 

CTCCACCXCCAXXCCATCACaurrXCCACCTCCCCCCCCAACACCAACCCCXCCTITATC^^ 

730 740 750 760 770 780 790 800 Dr*I+*** 

45 MeclhrThrIl*AlaVjilV>lClyAlaProAl*ArgS«rAl«ArsUuCyKAlaPr ePheT rpLy«S#rAlalleS»tCl 
TACTTTTACAATCACCACCATCCCACrTCTTCCTCCACCCCCCACOTCCCCCAXCTW 

820«-> 830 840 850 860 870 880 690 900 



50 



X*uThrUuFh«ValSerl*uI*uProThrS«rAlaClyAr^ 
CCTCACACrCTTC U IICCTCCCCACGTCCGCACGCCGXAAGATTCAATTCCCTGGCACCGAAATCCAGGTACAAGACATTACTCA 
910 920 930 940 950 EcoRI 960 . 970 980 990 

AlaThrCluCluS«rI^uLTsAjpIleA*pValAlaLgtt^^ 
CGCAACCCAGGAGTCCCTCAACCACATCCACCrrCCGTT<rrrCTCCGC7CGACCCACCCCTTCCAAGCACTACCCT 

1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 PstX 
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AlaClyAl*ThrValVAlA*p^nSerSerAlaTrpAr g Ly»As ? KspCluVAlProLeuIXeV*lSerCluV4lAsnProSerA«pLy 
TCCACCCCCCACTCrrCTCCAXAACTCrrCTCCTTCCCCCMCCACCACCACCTTCCACtAATCCT 

1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 

AspSerL*^lLy*ClyIleIl«MJLA«*ProA™Cy«T^ 
CGATTCCCTCTCAACGCCATrArrCCCAACCCTAAOT 

1180 1190 1200 . 1210 1220 1230 12*0 1250 1260 

l*uVA lLysI*uHl< ValS crS»rTyrCli^*V*lS^ 

TCTTCTAAACCrrCACCrTTCCTCTTACCACCCTCTTTCCCCTTCTCCTCTTCCACCTCTOXAA^ 

Htadlll 1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340 p«X 

ClyAspHisAsnValCluPheVelHisAs^ClyClxiAlaA^ 
15 TCCACACCACAACCTTCAOTCtrrCCATCAXCCACACCCTCCTCACCCCCCATCTCCCUCC^^ 

1360 1370 1380 1350 1400 1410 1420 1430 1440 

AlallcAlaCly/jril^uVALA^A^GlyTh^^ 
TCCCATCSCCCGA^CCTCGTCCATGACGG^CCTTCC^ 
2Q * 450 1*60 1470 1480 1490 1500 * 1310 1520 1530 

FroAsplUuLysValSerGlyTlirCysVAlATsVAl?^ 
CCCACACCTCAACCTCTCAGCCACCTGCGTrCCCSTGCCS^^ 

1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600 EcoRX 1620 

• 

TkrVAlAs?<na^*CliiClullel*ttClyAlaAlAS«rC^ 
CACCGTCCACCACCCCCACCACAlCrrCCCtCCCCCTTCAGGCCTCAACCTTCTCCAOT 

1630 1640 3glIX1650 1660 3indIII Sail 1650 1700 1710 

CluSerl^uValGlyArglleArgClxiA^SerT^ 
30 CGAAICCCTCG7TGCACGCATCCCTCAGCACTCCACTCTCCACCAXAACCG 

1720 1730 1740 S*U 1760 1770 1780 1790 1800 
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AxnAlAAl&LeuAAiiIhrlleGlnlleAl&GlulAuLcuValLys — — , 
GAATCCTGCGCZAAACACCAXCCAGATCGCTGACCTCCTGCTTAAGT^ 

1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 

35 



GCSCCGTT7XAAIGTTTCAGGCCCGATCGGCGTCCAGC77C7GAAG7GGAATTCTCCACAAGTITTAA U * 1 1U1 1 1A CCACCSCAAACAC 
1900 1910 1920 1930 EcoRX 1950 1960 1970 1980 

TCCTCATACCCCTAGCGATAAAGAACSATGAAAATCCAACGCAGCIACCGCCCGAACCTTIAGCCCA 

1990 2000 2010 2020 2030 HindllX 2050 2060 2070 



CCTCXACCSACCCCTTCATAGTCTCGATCGATCCACCTCCAC 
2080 2090 2100 Xhol 



Die Aminossuresequensen von 0RF1 (1*794) und 0RF2 (821*1846) sind la 3*Buehscaben-Code 
sngegeben. Dis Nununarierung uncerhalb dts DNA-Scrsnges beslehc slch au£ die DNA-S«quanz. 
Dis Naaen dsr xti* S « qua nxie rung benucscen Klonltrschnicrsctlltn sind ebcnfalls untarhalb 
eingacrsgen. Ribosooenbindungssteiien sind durch Seems (*) , Stsrccodons durch Pfsils 
(-->) und die Ternlnacorscruktur durch fialiten ( ) oarkitrc. 



4.3 Analyse der Aminosauresequenz 

g 5 Die von ORF1 und ORF2 translatierten AminosSuresequenzen wurden mit den bekannten Sequenzen 
der Aspartat-Kinasen (AK) t (Cassan, M. t al., J. Biol. Chem. 261_, 1052-1057 (1986)) von E. coli und d r AK 
II von B. subtilis (Chen, N.-Y. et al., J. Biol. Chem 262, 8737-2255 (1987)) bzw. den AS-Sequenzen der 
Aspartatsemialdehyd-Dehydrogenasen (ASA-DH) von E. coli (Haziza, C. et al., Embo J, 1, 379-384 (1982)) 
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und Streptococcus mutans (Cardineau, GJL et al.. J. Biol. Chem. 262. 7, 3344-3353 (1987)) verglichen. 
Dazu wurden die Programme MALIGN (Sobel, E. et al., Nucl. Acids Res. 14, 363-374 (1986)) und DIAGON 
(Stad n, R. et al. Nucl. Acid Res. 14, 217-232 (1986)) benutzt. Es zeigten sich signifikant Ubereinstimmun- 
gen zwischen ORF1 und den AK-Sequenzen einersetts und ORF2 und der ASA-DH-Sequenz von S. mutans 

s andererseits. Zur E. coli ASA-DH zeigten sich nur schwache Homotogien, vomehmlich allerdings im Bereich 
des aktiven Zentrums (Haziza, C. et al. v Embo J. 1^ 379-384 (1982)). 

Aus den Computeranalysen ergibt sich folgendes: 
- ORF1 entspricht dem C. Terminus der Aspartat-Kinase. d.h. es fehlen etwa 160 AS vom N-Terminus 
sowie die komplette Promotorregion. 

to - ORF2 entspricht der Aspartatsemialdehyd-Dehydrogenase. 

Die Homologie des ORF1 mit der B. subtilis-AK II 1st fOr den Fachmann augenfSllig. Die AK II besteht 
aus Qberlappenden Untereinheiten (Chen. N.-Y, et al.. J. Biol. Chem 262. 8787-8798 (1987)). Dabei 
entspricht die 0-Untereinheit dem C-Terminus der o-Untereinheit Da die im ORF1 gefundene RBS in ihrer 
Position genau mit der RBS dieser AK Obereinstimmt. kann im AnalogieschluB gefolgert werden, daB hier 

75 die kionierte j8-Untereinheit der AK von C. glutamicum vorlegt. 

5. Expressionsexperimente 
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5.1 Komplementation asd- und lysC-negativer Stamme von E. coli. 



Die Identitat des ORF2 mit dem asd-Gen konnte durch Komplementation des asd-negativen E. coli- 
Stammes RASA 6 (Richaud, F. et al.. C.R. Acad. Sc. Paris, 293. 507-512 (1981)) durch die Plasmide pCS2 
25 und pCS24 belegt werden. pCS23. bei dem etwa 50 Aminosauren vom C-Terminus der ASA-DH fehlen, 
komplementiert nicht Keines dieser Plasmide war in der Lage. den AKI-HI negativen E. coli Gif 106 Ml 
(Boy. E. et al., Biochemie 61, 1151-1160 (1979)) zu komplementieren. 

30 5.2 Bestimmung der spezifischen Aspartat-Kinase (AK) und Aspartyl-frsemialdehyd-Dehydrogenase (ASA- 
DH) in Transformanten von ATCC13032 mit verschiedenen pCS2 Deletionsderivaten. 

Die unter 4.3 aus Homologievergleichen gefolgerten AnalogieschlQsse, nach denen das Pstl-Xhol 
Genfragment aus DM58-1 nur ein Teil des lysC Gens (AK). aber das vollstandige asd-Gen beherbergt, 
35 konnten durch Enzymmessungen eindeutig bestatigt werden. 

Kein mit pCS2 oder einem pCS2 Derivat transformierter C. glutamicum ATCC13032 Stamm enthalt eine 
gegenQber dem Empfangerstamm erhShte Aspartat-Kinase Aktivitat (Tabelle 4. Spalte 3). 

DemgegenUber war in alien Transformanten. deren Plasmide das asd-Strukturgen enthielten, eine 
starke Oberexpression der ASA-DH nachweisbar (Tabelle 4, Spalte 2, Abbildung 3 und 4). Die Plasmide 
40 pCS23 und pCS23-Derivate fOhrten erwartungsgemSB nicht zu einer Oberexpression der ASA-DH. Aufgrund 
der hohen LabilitSt der ASA-DH schwanken die Faktoren der aus der spezifischen Aktivitat kalkulierbaren 
Oberexpression von 31 - 65. 

45 6. Enzymeigenschaften und L-Lysin Ausscheidung 

Die filr ATCC13032 pCS2 nachgewiesene L-Lysin Ausscheidung von 7,1 g/l in 72 Stunden (Tabelle 2) 
lam sich damit auf zwei gentechnisch realisierte VerMnderungen zuriickfOhren. 

a) Ktonierung der Regulationsuntereinheit der Aspartat-Kinase aus DM58-1 ohne Erh5hung des 

so zellularen Enzymgehaltes, 

b) Klonierung der Aspartyl-)S-semialdehyd-Dehydrogenase aus DM58-1, die zur 3l-65fachen Erhb- 

hung des zellularen Enzymgehalts fOhrt 
55 Anspniche 

1 Verfahren zur Herstellung von L-Lysin, dadurch gekennzeichnet. dafl man rekombinante DNA, die aus 
in m DNA-Fragment, das eine fur die Produktion von Proteinen, die zu einer Aspartyl-0-semiaidehyd- 
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Dehydrogenase (asd) Aktivitat und/oder zur Der gulation derAspartat-Kinase (lysC) fUhren, k di rende 
genetische Sequenz aufweist, die von einem Mikroorganismus der Qattung Corynebact rium Oder Brevibac- 
terium stammt und aus V ktor DNA best ht, in einen Mikroorganismus der Gattung Coryn bacterium od r 
Brevibacterium inseriert, denso erhaitenen Transformanten in einem geeigneten Medium zuchtet und das 
5 gebiidete L-Lysin daraus abtrennt 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet da/5 die rekombinante DNA aus einem in einem Mikroorganismus der Gattung 
Corynebacterium oder Brevibacterium replizierbaren Plasmid besteht 

3. Verfahren gemaB Anspruch 2, 

w dadurch gekennzeichnet, da£ der in dem Plasmid enthaltende Vektor in einem Mikroorganismus der 
Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium replizierbar ist und aus der Gruppe pZ1, pCV34, pCV36, 
pCVX4, pCVXIO. pCVX15, pZ9. pZ8-1, pCV35, pECM1, pECM3 ausgewahlt wird. 

4. Verfahren gemafl einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 3, 

dadurch gekennzeichnet dafl die rekombinante DNA aus dem Plasmid pCS2 besteht enthalten in 
T5 Corynebacterium glutamicum DSM 5086. 

5. Verfahren gemaB Anspruch 4, 

dadurch gekennzeichnet dafl die rekombinante DNA aus den aus dem Plasmid pCS2 abgeleit ten 
Derivaten pCS21, pCS22. pCS24. pCS26 besteht 

6. Verfahren gemaB Anspruch 4, 

20 dadurch gekennzeichnet, daB die rekombinante DNA aus den aus dem Plasmid pCS2 abgeleit ten 
Derivaten pCS23 oder pCS233 besteht 

7. Mikroorganismus der Gattung Corynebacterium Oder Brevibacterium, enthaltend eine rekombinante 
DNA, die aus einem DNA-Fragment das eine fur die Produktion von Proteinen, die zu einer Aspartyl-d- 
semialdehyd-Dehydrogenase (asd) Aktivitat und/oder zur Dergulation derAspartat-Kinase (lysC) ftlhren, 

25 kodierende genetische Sequenz aufweist. die von einem Mikroorganismus der Gattung Corynebacterium 
oder Brevibacterium stammt und aus Vektor DNA besteht 

8. DNA-Fragment enthaltend eine genetische Sequenz, die fGr die Produktion von Proteinen, die zu 
einer Aspartyl-iS-semialdehyd-Dehydrogenase (asd) Aktivitat und/oder zur Deregulation der Aspartat-Kinase 
(lysC) fuhren, in einem Mikroorganismus der Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium kodiert, mrt 

30 einer Lange von 9,9 kb, wie in Abb. 2 dargesteltt 

9. DNA-Fragment gemaB Anspruch 8, im wesentlichen bestehend aus einer genetischen Sequenz, mit 
der Lange von 2,1 kb, begrenzt durch eine Pst I- und eine Xho l-Schnittstelle, gekennzeichnet durch die in 
Abb. 5 wiedergegebenen Aminosauresequenzen. 

35 
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